FLT3内部串联重复（FLT3-ITD）突变阳性的急性髓系白血病（AML）患者通常伴有外周血白细胞及骨髓原始细胞计数高、缓解率低、易复发、临床预后差等独特的临床特征。尽管联合化疗或联合造血干细胞移植可能改善FLT3-ITD阳性AML患者的预后，但仍有较高的复发率和病死率。三氧化二砷（As~2~O~3~）与全反式维甲酸的联合应用已使急性早幼粒细胞白血病（APL）成为可治愈的疾病。对于合并FLT3-ITD突变的APL患者仅给予As~2~O~3~和全反式维甲酸治疗后，其FLT3-ITD突变可迅速转阴并保持持续阴性，并未提示明显的预后不良；有研究表明As~2~O~3~在合并FLT3-ITD突变的APL患者中可首先诱导FLT3-ITD转阴，其机制未明。因此推测As~2~O~3~可能对非APL的FLT3-ITD突变阳性AML细胞也具有一定的作用。在本研究中我们以FLT3-ITD阳性的AML-M~4~细胞系MV4-11细胞为研究对象，观察比较As~2~O~3~对人MV4-11细胞的增殖抑制作用和诱导凋亡作用。

材料和方法 {#s1}
==========

一、实验材料

1．药物和试剂：As~2~O~3~注射液购于黑龙江哈尔滨医大药业有限公司（批号20130801），药物浓度1 g/L。用PBS配制成浓度为1 mmol/L的储存液，使用前用含10％新生牛血清、100 U/L青霉素、100 U/L链霉素的RPMI 1640培养液稀释至所需药物浓度。RPMI 1640培养液、IMDM培养液、新生牛血清购自HyClone公司。

2．细胞株：MV4-11为伴B系表达的急性粒-单核细胞白血病细胞株，其FLT3-ITD基因突变阳性且PML-RARα融合基因阴性，购于美国ATCC公司。以HL-60细胞为对照，其FLT3-ITD突变为阴性，购于第三军医大学中心实验室。两种细胞均采用含10％新生牛血清的培养液培养，取对数生长期细胞进行后续的药物干预实验。

二、方法

1．CCK-8法检测细胞增殖抑制率：参考文献[@b1]--[@b3]，As~2~O~3~作用浓度先选择0.5、1、2 µmol/L进行预实验，分别观察上述浓度As~2~O~3~干预6、12、24、48、72 h后MV4-11细胞的存活率，根据预实验结果选择后续实验中As~2~O~3~作用时间为48 h。

调整细胞密度为5×10^4^/ml，接种于96孔板，每孔100 µl，加入不同浓度的药物10 µl，使As~2~O~3~最终浓度分别为0、0.1、0.25、0.5、1、2、4、8、16、32 µmol/L（浓度范围参考文献[@b1]--[@b3]）。设立对照组（未加药）和空白组（不含细胞的RPMI 1640培养液）。在37 °C、5% CO~2~、饱和湿度条件下培养48 h后每孔加入10 µl的CCK-8溶液，孵育4 h，用酶标仪测定450 nm处的吸光度（*A*）值，按下列公式计算细胞增殖抑制率，并用graphpad prism 5软件计算IC~50~值。每组设6个平行孔，实验重复3次。

细胞增殖抑制率（%）=\[1−（*A*~实验孔~−*A*~空白孔~）/（*A*~对照孔~−*A*~空白孔~）\]×100%

2．细胞凋亡的检测：根据细胞增殖实验的结果选择As~2~O~3~作用时间为48 h，取对数生长期MV4-11、HL-60细胞接种于6孔板，收集经0.25、0.5、1 µmol/L As~2~O~3~（浓度范围参考文献[@b1]--[@b2],[@b4]）处理48 h后的细胞（约10^6^细胞），另设不加药对照组，用PBS洗涤2次，按Annexin Ⅴ-FITC细胞凋亡检测试剂盒说明书操作，进行流式细胞术检测。

三、统计学处理

应用SPSS 13.0软件进行统计学分析，两者相关性分析采用Spearman秩和检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．As~2~O~3~对MV4-11细胞增殖的抑制作用：采用CCK-8法测定不同浓度As~2~O~3~作用48 h后MV4-11细胞增殖抑制率，发现实验组细胞增殖抑制率均显著高于不加药对照组（*P*\<0.01），其IC~50~值为0.983（95% *CI* 0.912\~1.059）µmol/L。As~2~O~3~对HL-60细胞的增殖抑制作用与MV4-11细胞类似，其IC~50~值为1.060（95% *CI* 0.953\~1.179）µmol/L（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![三氧化二砷（As~2~O~3~）对MV4-11细胞增殖的影响](cjh-36-07-609-g001){#figure1}

2．As~2~O~3~对MV4-11和HL-60细胞凋亡的影响：流式细胞术检测As~2~O~3~作用48 h后细胞凋亡率，结果如[图2](#figure2){ref-type="fig"}、[3](#figure3){ref-type="fig"}所示，0.25、0.5、1 µmol/L As~2~O~3~作用组MV4-11细胞凋亡率分别为19.04%、23.90%、28.53%，HL-60细胞凋亡率分别为9.80%、8.64%、18.10%，凋亡率随着药物浓度的增高而增加，呈剂量依赖性，各组间细胞凋亡率的差异均有统计学意义（*P*值均\< 0.05）。

![不同浓度三氧化二砷（As~2~O~3~）作用48 h对MV4-11细胞凋亡的影响](cjh-36-07-609-g002){#figure2}

![不同浓度三氧化二砷（As~2~O~3~）作用48 h对HL-60细胞凋亡的影响](cjh-36-07-609-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

As~2~O~3~治疗APL的机制主要是诱导细胞凋亡，其次为诱导细胞分化[@b5]--[@b7]。As~2~O~3~诱导细胞分化主要是通过抑制丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路减少甲状腺素沉默介导因子（SMRT）的磷酸化，快速抑制SMRT共抑制物与PML-RARα融合蛋白之间的相互作用，从而诱导分化；并可通过抑制下游PI3K/AKT信号通路诱导APL细胞系NB4细胞和胃癌细胞系SGC-7901细胞的凋亡[@b8]--[@b9]。FLT3-ITD突变是近年来在AML患者中发现的FLT3基因最常见的一种突变类型，其主要作用机制为启动配体非依赖性磷酸化，使受体可以不依赖配体发生自动聚合、自动磷酸化及组成性活化开启下游包括Ras/MAPK、PI3K/AKT和JAK/STAT等涉及细胞增殖、分化、存活的信号通路，抑制AML细胞凋亡和促进白血病克隆的增殖优势，致使该类患者以化疗耐药、缓解率低、复发率高和预后不良的临床特征，其治疗迄今未获得重大突破。

FLT3-ITD突变在AML各亚型中均可发生，其中尤以APL和M~5~型较为多见。30%\~50％的APL患者合并FLT3-ITD突变。虽然这类患者仍表现为高龄及高白细胞特征，但接受As~2~O~3~联合维甲酸治疗后，FLT3-ITD可迅速转阴，甚至早于PML-RARα[@b8]，长期治疗效果和未合并FLT3-ITD突变患者相比未见明显差异，表明FLT3-ITD在APL中并不是预后不良的指标。由于As~2~O~3~可抑制FLT3下游PI3K/AKT信号通路[@b9]--[@b10]，因此推测As~2~O~3~可通过抑制FLT3下游PI3K/AKT信号通路，使FLT3-ITD的配体非依赖性磷酸化减少而发挥治疗作用。基于上述，我们拟通过观察As~2~O~3~对MV4-11细胞（FLT3-ITD阳性细胞株，来源于AML-M~4~）的增殖抑制和诱导凋亡作用，探讨其对非APL的FLT3-ITD阳性AML的作用及可能的作用机制，为下一步研究其在非APL的FLT3-ITD阳性AML治疗中的潜在应用价值奠定基础。

以往的研究结果显示，As~2~O~3~具有诱导分化和诱导凋亡的双重作用，其在低浓度时（0.1\~0.5 µmol/L）只是引起细胞分化，而在0.5\~2.0 µmol/L时则会诱导细胞凋亡，因此本实验诱导细胞凋亡的药物浓度选择为0.25、0.5、1 µmol/L；在增殖抑制试验中摸索出最适作用时间为48 h。我们采用CCK-8法测定As~2~O~3~对MV4-11细胞的增殖抑制作用，以对As~2~O~3~高敏感的FLT3-ITD阴性的HL-60细胞作为阳性对照，未加药组作为阴性对照。结果显示，As~2~O~3~对MV4-11细胞的抑制增殖作用呈浓度依赖性，在作用24 h即可显示明显的细胞增殖抑制作用，并随着作用时间的延长这种作用会越来越明显，与对As~2~O~3~高敏感的HL-60细胞组相比较，二者在As~2~O~3~作用48 h后的IC~50~值相近，且增殖抑制曲线基本一致，两者在同一浓度As~2~O~3~干预48 h后的细胞增殖抑制率差异无统计学意义（*P* \>0.05）。采用Annexin Ⅴ/PI试剂盒检测细胞凋亡，结果显示As~2~O~3~对MV4-11细胞有明显的诱导凋亡的作用，并呈浓度依赖性，0.25、0.5、1 µmol/L As~2~O~3~作用48 h后，MV4-11细胞凋亡率明显高于对照组，在As~2~O~3~ 2 µmol/L作用48 h后甚至可达44.4%。

在本研究中我们发现，As~2~O~3~在体外可明显促进来源于AML-M~4~的MV4-11细胞的凋亡并抑制其增殖，且与对As~2~O~3~高敏感的HL-60细胞基本一致，提示As~2~O~3~对非APL的FLT3-ITD突变患者可能也有较好的疗效，尚需要进一步的深入研究予以证实。
